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@ Fusionsproteine. Verfahren zu ihrer Herstetlung und ihre Verwendung. 

© Ein Abschnitt von etwa 70 Aminosauren aus dem 
D-Protein des trp-Operons von E. coli eignet sich zur 
gentechnischen Konstruktion von Fusionsproteinen. die vor 
dem N-Terminus des gewunschten Proteins eine kurze 
Aminosauresequenz aus genetisch kodierbaren 
Aminosauren enthalten konnen. welche vorzugsweise 
Lys-Ala ist oder N-terminal Lys-Ala enthalt. 
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FuBionsproteine, Verfahren zuiKrer Herstellung und ihre 
Verwendung . — ■ 

Bei der gentechn i schen Herstellung kleinerer eukaryotischer 
Proteine mit einem Molgevicht bis zu etwa 15 000 Dalton 
wird in Bakterien haufig nur eine geringe Ausbeute erhalten . 
Vermutlich werden die gebildeten Proteine durch virtseigene 
Proteasen rasch abgebaut. Solche Proteine verden deshalb, 
» zveckmaBig ais Fusionsproteihe , ; insbesondere mit einem 

wirtseigenen Proteinanteil , hergestellt, der dann anschlies- 
send abgespalten wird. 

10 Es wurde nun gefunden, daB ein aus nur etwa 70 Aminosauren 
bestehender Abschnitt des D-Proteins aus dem trp-Operan 
von E. coli sich besonders gut zur Bildung von. Fusions- 
proteinen eignet, und zwar im Bereich der Amirtosauresequenz 
23 bis 93 (C. Yanofsky et al . , Nucleic Acids Res. 9 (1981 ) 
15 6647), im folgenden auch als "D • -Peptid" bezeichnet . Zwi- 

schen dem Carboxy-Terminus dieses Peptids und der Aminosaure- 
sequenz des gewiinschten eukaryotischen Proteins befindet-, 
sich eine Sequenz aus einer oder mehreren genetisch kodier- 
baren Aminosauren, die'eine chemische oder . enzymatische 
20 Abspaltung des gewiinschten Proteins erlaubt. In bevorzugten 
Ausgestaltungen dieser Erfindung schlieBt sich an den-. Ammo- 
terminus eine'kurze Aminosauresequenz an, bestehend aus 
Lys-Ala, gegebenenf alls gefolgt von einer Sequenz von 
1 bis 10, insbesondere 1 bis 3 we'iteren genetisch kodier- 
25- baren Aminosauren, vorzugsweise von zwei Aminosauren, insbe- 
sondere von Lys-Gly. 

Die Erfindung betrifft somit ein Fusionsprotein der allge- 
meinen Formel 



30 



Met-X n -D'-Y-Z 



in der 

n Null oder 1 ist, 



BEST AVAILABLE COPY 



10 z 



_ 2 •, 021 1 299 

bis 12 genetisch kodierbaren 
eine Sequenz von 1 Die ts. 

Aminoeauren 1st, vorzu 6 « * wich-der 
«on Ptva 70 Atninosauren im Bereicn aer 
eine Sequenz von exva iy 

?^-q3 des D-Peptide im trp- 
Aminosauresequenz 25-^^ 

Operon von E. coli ist, 

eLe Sequen. aus einer Oder mehreren genetxsch 
kodierbaren Aminoeauren bedeutet, die eine Ab- 
spaitung der folgenden Aminos.uresequenz Z ermog- 
licht. und 

«, „ en pti8ch kodierbaren Aminosauren 
eine Sequenz aus genetiscn kuuj. 



ist, 



Welter. Aspekte aer Brfind V n 6 und bevoraugte Ausge- 
staXtungen vera.n i. xoXgena.n vi.aergeg.b.n bsw. x. ae„ 
15 PatentansprUchen definiert. 

, flVlllf+ wenn der unervriinschte (virts- 
Es ist naturlich vorteilhaft, wenn aei 

ntstehen bei aer Abspaitung aes unervtinsehten Ant.il. 

Dem stent enxgegwu, , . p.xnp 

L unerwtinsebten AnteiXs nur ab einer b..tx»t.n GroBe 

let iiberrasohenaerweise zeigte sich nun, aaB 
" T "a" „ ung g-W gewabXte Segment aus a.„ D-Protein 

Au^be erxUXlt, obvobX es nur et»a 70 A*ino.auren 



aufweist. 
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I„ vieien PalXen, vor aXle* bei aer bevorzugten Auefuh 
r ungsxore, in aer X fttr Lys-Ala steht oaer H-t.r.in.1 
aiese Sequent enthalt, wira ein unloslieb.s Pusxons- 
p otein gebiiaet. Meses kann einfacb- von aen XosXxehen 
Pro e "en abgetrennt veraen, -as aie ^arbeitung eeb 
er Xeiebtert una aie Auabeute erbobt. Dxe Bxiaung 
LxBsXichen Fusionsproteins 1st uberra.eh.na , aa einer 

S e it. aer Lt.ri.lX. Ant.iX .it nur etva 70 A.inoaaur. 
bt gering ist una ana.rerseite Bestanate, exnes x„ 

VirtsseXXe in Lbsung voriieg.naen Proteins ist. 
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"Etwa 70 Aminosauren im Bereich der Aminosauresequenz 23 
bis 93 des D-Peptids" besagt, dafi in an sich bekannter 
Weise Variationen mbglich sind, also einzelne Aminosauren 
veggelassen, ersetzt oder ausgetauscht werden konnen, ohne 
5 daB hierdurch die erf indungsgemaBen Fusio_nsproteine in 
ihren Eigenschaf ten signifikant verandert wiirden. Solche 
Variationen sind ebenfalls Gegenstand der Erfindung. 

Das gewiinschte eukaryotische Protein ist bevorzugt ein 
10 biologisch aktives Protein wie ein Hirudin oder eine Vor- 
stufe eines solchen Proteins wie humanes Proinsulin. 

Das Fusionsprotein wird durch Expression in einem geeig- 
neten System gewonnen und in der besonders bevorzugten 
15 AusfUhrungsf orm nach AufschluB der Wirtszellen aus dem 

Niederschlag isoliert, in dem es sich aufgrund der Schwer- 
lbslichkeit anreichert. Es ist somit eine leichte Ab- 
trennung von den lbslichen Bestandteilen der Zelle mbg- 
lich. 

20 

Als Wirtszellen kommen alle in Betracht, flir die Ex- 
pressionssysteme bekannt sind, also Saugerzellen und 
Mikroorganismen, vorzugsweise Bakterien, insbesondere 
E. coli, da ja der bakterielle Anteil des Pusionsproteins 
25 ein wirtseigenes Protein von E. coli ist. 

Die DNA-Sequenz, die fur das erf indungsgemaBe Fusionspro- 
tein kodiert, wird in bekannter Weise in einen Vektor ein- 

... * 

i <" 

gebaut , der in dem gewahlten Expressionssystem eine gute 
30 Expression gewahrleistet . 

In bakteriellen Wirten w'ahlt man zweckmaBig den Promotor 
und Operator aus der Gruppe Lac, Tac, P L oder P R des 
Phagen X , hsp, omp oder einen synthet ischen Promotor, wie 
35 sie beispielsweise in der deutschen Of fenlegungsschrif t 

3 430 6b *> (Europaische Patentanmeldung 0 173 149) beschrie- 
ben sind . 
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, • + oin Vektor, der aus dem trp-Operon 
Besonders geeignet ist exn Vektor, Prom otor, 

-, • ^ c fnleenden Elemente enthalt . aen 
aus E. coli die folgenaen des L _ Pep tids. 

flip Ribosomenbindungsstelle aes y 
Jen Operator and die Wonders aweckaaBig 

23 bis 93 das B-Proteins im trp-Operon folgen. 

<.„„ Y die elne Abspaltung des geviinschten 
Die Zwischensequens Y, die ein P Zusamnen _ 

Polypeptide eraoglicht, nchte x.h » beispiels . 
satzung dieses gewUnsc hten eptids Wenn ^ 
„eisa kein Methionm anthalt, kann 

eine chercische Spaltung .it Broken f ol«t. Stent i 
e lied Y am Carboxyterminus Cystein Oder steht Y fur Cys, 

Venn eine enayuatische Cystein-spezif ische Spaltung 
I er e n e c elische Spaltung, beispielsweise nach spealf- 

h er S-Cyanylierung, folgen. Steht i» Bracken ed Y 
an Carboxyterminua Tryptophan Oder ateht Y fur *'»>•• 

„ saaltung ait N-Bromsuccinimid erfolgen. 

,ann eine ohe.isohe Spaltung 

20 Steht Y fur Asp- o so Biophysioal 
(v> Piszkiewicz ex ai • , i>i°°" c 

^ • - . /in (1970) 1173-1178) eine pro- 

„ p cparch Communications 40 liyfw; ></^ 

Researcn ^ . ori ^ p AsD-Pro-Bindung kann, 

teolytische Spaltung erfolgen. Die Asp rxv 
L gefunden wurde, noch saurelabiler gestaltet werden, 



25 venn Y 
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( Ast>) -Pro bzw. Glu-(Asp) m -Pro 

J • m 1 2 Oder 3 bedeutet. Hierbei verden Spalt- 
ist, vobei m 1, 2 Oder ? be ginnen bzw. 

produkte erhalten, die N-terminal mit Pro begi 

C-terminal mit Asp enden. 

Beispiele fur ensymatische Spaltungen Bind ebenfalls be- 
"»» vobei auob »odifiaierte Bnsyae el* 
Soezifitat eingesetst werden konnen (vgl. C.S. Craik 
T Science 228 (1985) 291-297). 1st das gewunschte 
tuklr otische Peptid hueanee Proinsulin 

Sequen, Y eine Peptidase » £.». be de e n ^ 
Trvoain abspaltbare Aminosaure (Arg, 

Illnosaure ^Phe) des Proinsulins gebunden ist, beispiels 
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veise Ala-Ser-Met-Thr-Arg, da dann die Arginin-spezif ische 
Spaltung mit der Protease Trypsin erfolgen kann. Palls 
das gewunschte Protein nicht die Aminosauref olge 
Ile-Glu-Gly-Arg enthalt, ist auch eine Spaltung mit 
Faktor Xa moglich (EP-A 0 161 937). 

Bei der Ausgestaltung der Sequenz Y hat man auch die Mbg- 
lichkeit, auf die synthetischen Gegebenhei ten Riicksicht 
zu nehmen und geeignete Spaltstellen fur Restr iktionsen- 
zyme einzubauen. Die der Aminosauresequenz Y entsprechende 
DNA-Sequenz kann deshalb auch die Punktion eines Linkers 
oder Adapters ubernehmen. 

Das erf indungsgemaBe Fusionsprotein wird vorteilhaft unter 
der Kontrolle des trp-Operons von E. coli exprimiert. Ein 
den Promotor und den Operator des trp-Operons enthaltender 
DNA-Abschnitt ist inzwischen handelsublich . Die Expression 
von Proteinen 'unter der Kontrolle des trp-Operons ist viel- 
fach beschrieben, beispielsweise in der EP-A2 0 036 776. 
Die Induktion des trp-Operons kann durch Abwesenheit von 
1-Tryptophan und/oder Anwesenheit von Indolyl-3-acrylsaure 
im Medium erreicht werden. 

Unter der Kontrolle des trp-Operators erfolgt zunachst die 
Transkription des L-Peptids, das aus 14 Aminosauren be- 
steht. Dieses L-Peptid enthalt in den Positionen 10 und 11 
jeweils L-Tryptophan . Die Geschwind igkeit der Protein- 
synthese des L-Peptid bestimmt, ob die nachf olgenden 
Strukturgene ebenfalls translatiert werden, oder ob die 
Proteinsynthese abgebrochen wird. Bei Mangel an L-Tryptophan 
erfolgt nun eine langsame Synthese des L-Peptids infolge 
einer geringen Konzentration an der tRNA fiir L-Tryptophan 
und es erfolgt eine Synthese der folgenden Proteine. Bei 
hohen Konzentrat ionen an L-Tryptophan wird dagegen der ent- 
sprechende Abschnitt der mRNA rasch abgelesen und es kommt 
zum Abbruch der Prote inbiosynthese , da die mRNA eine 
Terminator-ahnliche Struktur annimmt (C. Yanofsky et al., 
a. a. 0 . ) . 
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Pie Haufigkeit der Translation einer mKNA vird start von 
aer Art der Nucleotide in der Uagebung des Startkodons 
beeinfluBt. Bei der Expression eines Fusionsproteins mxt 
„ ilf e des trp-Operons ersoheint es daher.gunst 18 d.e 

5 Nucleotide fur die ersten Aminosauren des L-Pept.ds fur 
den Beginn des Strukturgens des Fusionsproteins exnsu- 
setzen. Bei der bevorsugten Ausfuhrung der Erfindung « 

■ trp-System vurden die Nucleotide der ersten dre! A-.no- 
sauren des l-Peptids (1. folgenden L'-Peptid) ale Kodons 

,0 fur die N-terminalen Aminosauren des Fusionsproteins ge- 
w'ahlt . 

Die Erfindung betrifft deshalb auoh Vektoren, vorzugsveise 
Piasmide zur Expression von Fusionsproteinen, wobei die 

15 MA der Vektoren vo. 5'-Ende aus die folgenden Merkmale 

(in geeigneter Anordnung und in Phase) besitzt: einen Pro- 
cter, einen Operator, eine Ribosomen-Bindungsstelle und 
das Strukturgen fur das Fusionsprotein, wobei das letztere 
die Aminosauresequenz I Unhang) vor der Sequenz des ge- 

20 vunsehten Proteins enthalt. Vor dem Strukturgen bzw. als 
erstes Triplett des Strukturgens findet sxoh das Start- 
kodon (ATG) und gegebenenf alls weitere Kodons «p andere 
Aminosauren, die zwisehen dem Start-Kodon und der D - 
Sequenz oder zvisehen der B'-Sequenz und dem Gen fur das 

25 geLsehte Protein angeordnet sind. Je naoh der Aminoeaure- 

, „„v,+ on Proteins wird die Auswahl 

zusammensetzung des gewunschten Proteins wir 

der DNA-Seouenz vor dem Strukturgen getroffen, damit eine 
Abspaltung des gewunschten Proteins aus dem Fusionsprotein 
ermbglicht vird. 

30 

Bei der Expression des erf indungsgemaBen Fusionsproteins 
kann es sich als sveckmaBig erweisen, einzelne Tripletts 
der ersten Aminosauren naoh dem ATG-Startkodon zu verandern, 
urn eine eventuelle Basenpaarung auf der Ebene der mRNA Z u 
35 verhindern. Solohe Veranderungen, ebenso vie Veranderungen . 
Deletionen oder Additionen einzelner Aminosauren im D — 
Protein sind dem Fachmann gelaufig und ehenfalls Gegenstand 
der Erfindung. 
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Da kleinere Plasmide mehrere Vorteile bieten, besteht 
eine bevorzugte Ausgestaltung der Erfindung darin, aus 
Plasmiden, die sich von pBR 322 ableiten, einen DNA-Ab- 
schnitt mit dem Strukturgen fiir die Tetracyclinresistenz 
5 zu eliminieren. Vorteilhaft entfernt man das Segment von 
der Hindlll-Schnittstelle bei Position 29 bis zur PvuII- 
Schnittstelle bei Position 2066. Besonders zweckmafiig 
ist es, bei den erf indungsgemafien Plasmiden noch einen 
etwas grbBeren DNA-Abschnitt zu entfernen, indem man die 

10 PvuII-Schnittstelle am Anfang (in Ableser ichtung) des 
trp-Operons nutzt (die in einem nichtessentiellen Teil 
liegt). Man kann so das entstehende groBe Fragment mit 
den beiden PvuII-Schnittstellen direkt ligieren. Das er- 
haltene, um etwa 2 kbp verkleinerte Plasmid bewirkt eine 

15 Expressionssteigerung, die mbglicherweise auf eine erhohte 
Kopienzahl in der Virtszelle zuriickzuf uhren ist. 

In den folgenden Beispielen wird die Erfindung n'aher er- 
lautert . 

20 

Beispiel 1 

a) Chromosomale E. coli-DNA wird mit Hinf I geschnitten 
25 und das 492 bp-Fragment isoliert, das aus dem trp- 

Operon den Promotor, Operator, das Strukturgen des L- 
Peptids, den Attenuator und die Kodons fiir die ersten 
sechs Aminosauren des trp-E-Strukturgens enthalt. Dieses 
Fragment wird mit Hilfe von Klenow-Polymerase mit Des- 
30 oxynukleotidtriphosphaten aufgefullt, an beiden Enden 

mit einem Oligonukleot id verbunden, das eine Erkennungs- 
stelle fur Hindlll enthalt und mit Hindlll nachge- 
schnitten. Das so erhaltene Hind Ill-Fragment wird in 
die Hindlll-Schnittstelle von pBR 322 ligiert. Man 
35 erhalt so das Plasmid ptrpE2-1 (j.C. Edmann et al., 

Nature 291 (1981 ) 503-506). Dieses wird wie beschrieben 
in das Plasmid ptrpLI uberfuhrt. 
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Mit Hilfe der synthet ischen Oligonukleotide (N1 ) und (N2) 
5' CGA CAA TGA AAG CAA AGG 3' (N1 ) 

5« CCT TTG CTT TCA TTG T 3' (N2) 

die zu dem doppelstr angigen Oligonukleot id (N3) 

5' CGA CAA TGA AAG CAA AGG 3' 
5 t T GTT ACT TTC GTT TCC 5' 

komplementieren, wird in die Clal-Stelle des Plasmids 
ptrpLI die DNA-Sequenz fur die ersten drei Aminosauren 
des L-Peptids eingebaut sowie eine Restr ikt ionsstelle 
(Stul) fur die Insertion weiterer DNA gebildet (Figur 
1). Das Plasmid ptrpLI wird mit dem Enzym Clal nach 
den Angaben des Herstellers umgesetzt, die Mischung 
mit Phenol extrahiert und die DNA mit Ethanol ausge- 
fallt. Das geoffnete Plasmid wird zur Entfernung der 
Phosphatgruppen an den 5'-Enden mit Alkalischer Phos- 
phatase aus E. coli umgesetzt. Die synthet ischen Nukleo- 
tide verden an den 5'-Enden phosphoryliert und mit 
T4 DNA-Ligase in das geoffnete, Phosphatase behandelte 
Plasmid eingesetzt. Nach beendeter Ligase-Reakt ion er- 
folgt die Transformation in E. coli 294 und Selektion 
der Transformanten durch Amp-Resistenz und Anwesenheit 
einer Stul-Restr ikt ionsstelle . 

Etwa 80 $> der erhaltenen Klone wiesen die erwartete 
Restriktionsstelle auf; die in Figur 1 wiedergegebene 
Nukleotidsequenz wurde durch Sequenzanalyse bestatigt. 
Man erhalt das Plasmid P H120/14, das nach der Ribosomen- 
Bindungsstelle fur das L-Peptid die Nukleot idtr ipletts 
fur die ersten drei Aminosauren des L-Peptids aufweist 
(L'-Peptid), gefolgt von einer Stul-Stelle, die ihrer- 
seits die Insertion weiterer DNA erlaubt und so die 
Bildung von Fusionsproteinen mit den ersten drei Amino- 
sauren des L-Peptids ermoglicht. 
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Im folgenden vird am Beispiel des oben eingesetzten 
Oligonukleotids (N1 ) die chemische Synthese solcher Oligo- 
nukleotide erlautert: 

Nach der Methode von M.J. Gait et al . , Nucleic Acids 
Research 8 (1980) 1081-1096, wird das am 3'-Ende 
stehende Nukleosid, im vorliegenden Palle also Guanosin, 
kovalent an einen Glaskugel-Trager (CPG (= controlled 
pore glass) LCAA (= long chain alkyl amine) der Fa. 
Pierce) Uber die 3 ' -Hydroxyfunktion gebunden. Hierbei 
wird das Guanosin als N-2-Isobutyroyl-3 ' -O-succinoyl- 
5 ' -dimethoxy-tritylether in Gegenwart von N,N'-Di- 
cyclohexylcarbodi imid und 4-Dimethylamino-py ridin mit 
dem modif izierten Trager umgesetzt, wobei die freie 
Carboxygruppe des Succinoylrestes den Aminorest des 
langkettigen Amins auf dem Trager acyliert. 



In den folgenden Syntheseschritten wird die Basenkompo- 
nente als 5 '-O-Dimethoxytrityl-nukleosid-3 ' -phosphor ig- 
sauremonomethylester-dialkylamid oder -chlorid einge- 
setzt, wobei das Adenin als N6-Benzoyl-Ve rbindung , das 
Cytosin als N4-Benzoyl-Verbindung, das Guanin als 
N2-Isobutyryl-Verbindung und das keine Aminogruppe ent- 
haltende Thymin ohne Schutzgruppe vorliegen. 



40 mg des Tragers, der 1 nmol Guanosin gebunden ent- 
h'alt, werden nacheinander mit den folgenden Agentien 
behandelt : 

a) Methylenchlorid , 

b) 10 # Trichloressigsaure in Methylenchlorid, 

c) Methanol, 

d) Tetrahydrof uran , 

e) Acetonitril, 

f) 15 nmol des entsprechenden Nukleosidphosphi ts und 
70 nmol Tetrazol in 0,3 ml wasserfreiem Acetonitril 
(5 Minuten), 
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g ) 20 * Acetanhydrid in Tetrahydrofuran mit 40 * Lutidin 
und 10 % Dimethylaminopyridin (2 Minuten), . 

h) Tetrahydrofuran, 

i) Tetrahydrofuran mit 20 * Wasser und- 40 * Lutidin, 
3 ) 5 * Jod in Kollidin/Wasser/Tetrahydrofuran im Volu- 

menverh'altnis 5:4:1 , 
k) Tetrahydrofuran und 

l) Methanol. 

Unter "Phosphit" wird hierbei der Desoxyribose-3 ' -mono- 
phosphor igsaure-monomethylester verstanden, wobei die 
dritte Valenz durch Chlor oder eine tertiare Amino- 
gruppe, beispielsweise einen Di isopropylaminor est , ab- 
gesattigt ist. Die Ausbeuten der einzelnen Synthese- 
schritte konnen jeweils nach der Detr itylierungsreak- 
tion b) spektrophotometrisch durch Messung der Ab- 
sorption des Dimethoxytritylkations bei einer Wellen- 
lange von 496 nm bestimmt werden. 

Nach abgeschlossener Synthese des 01 igonukleot ids wer- 
den die Methylphosphatschut zgruppen des Oligomers mit 
Hilfe von p-Thiokresol und Triethylamin abgespalten. 

AnschlieBend wird durch 3-stundige Behandlung mit 
Ammoniak das Oligonukleotid vom festen Trager abge- 
trennt. Eine 2- bis 3-tagige Behandlung der Oligomeren 
mit konzentriertem Ammoniak spaltet die Aminoschutz- 
gruppen der Basen quantitativ ab . Das so erhaltene 
Rohprodukt wird durch Hochdruckf lussigkei tschromato- 
graphie (HPIC) oder durch Polyacrylamid-Gelelektro- 
phorese gereinigt. 

Ganz entsprechend werden auch die ubrigen Oligonukleo- 
tide synthetisiert . 
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c) Das Plasmid ptrpE5-1 (R.A. Hallewell et al . , Gene 9 
(1980) 27-47) wird mit den Rest r ikti onsenzymen Hindlll 
und Sail nach den Angaben der Hersteller umgesetzt und 
das etwa 620 bp DNA-Fragment entfernt. Die syntheti schen 
5 Oligonukleotide (N4) und (N5) 

5' AGC TTC CAT GAC GCG T 3' (N4) 

5' ACG CGT CAT GGA 3' ( N 5) 

10 

werden phosphoryl iert , gemeinsam bei 37°C inkubiert 
und mit Hilfe von DNA-Ligase an die stumpfendige DNA- 
fur Proinsulin (W. Wetekam et al - , Gene 19 (1982) 
179-183) addiert. Nach Umsetzen mit Hindlll und Sail 
15 wird die nun verlangerte Proinsulin-DNA mit dem Enzym 

T4 DNA-Ligase kovalent in das gebffnete Plasmid ein- 
gebaut (Figur 2), wobei das Plamid pH106/4 entsteht. 

Das Plasmid pH106/4 wird zunachst nochmals mit Sail 
20 umgesetzt, die uberlappenden Enden mit Klenow-Poly- 

merase in stumpfe Enden erganzt und anschlieBend mit 
dem Enzym MstI inkubiert. Es wird ein etwa 500 bp DNA- 
Fragment isoliert, das den gesamten kodierenden Teil 
des Proinsulins sowie einen etwa 210 pb groflen Ab- 
25 schnitt des D-Proteins aus dem trp-Operon von E. coli 

enth'alt. Das DNA-Fragment ist stumpfendig und wird in 
die Stul-Stelle des Plasmids pH120/l4 inseriert, wo- 
bei das Plasmid pH1 54/25 entsteht (Figur 3). Dieses 
ist zur Expression eines Fusionsproteins unter der 
30 Kontrolle des trp-Operons geeignet, bei dem nach dem 

L'- und das D'-Peptid die Aminosaur esequenz 
Ala-Ser-Met-Thr-Arg angeordnet ist, an die sich die 
Aminosauresequenz des Proinsulins anschlieBt. 

35 Beispiel 2 



Das Plasmid P H1 54/25 (Figur 3) wird mit den Restr iktions- 
enzymen BamHI und Xmalll umgesetzt. Die uberstehenden 
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15 



• + + olc5 Klenow-Polymerase aufgefullt und mit 
Enden werden mittels Klenow ro±y 

T4 DNA-Ligase verkniipf t . Man erhalt das Plasmid P H2 5 4 
\IZt 4)! aas sicn zur Expression eines Fusionsprotexns 
Ht der Aminosauresequenz V , D'-Proinaulin unter der 
mix uei niu PTasmid ist etwas 

Kontrolle des trp-Promotors eignet. Das Plasmid 

Kleiner ale P H154/25, was von Vorteil sein kann. 
Beispiel 5 

p u rcb location des Plasmide PH254 (Beispiel 2; Figur 4) 
■it den PestriKtionsensymen Bui und Sail wird „n OTA- 
Absohnitt mit 280 bp freigesetzt, der abgetrennt vxrd. 
Das Restplasmid vird -it Klenow-Polymerase in die stumpf- 
! n ige Form umgewandelt und mit PKA-Ligase vi.d.r kov.l.nt 
cyelliert. Dadurcb entsteht das Plasmid pH2 55 (Figur 4), 
lis sur insertion eines StruKturgens in sine 
tionsstellen Mul, Sail und EeoBl geeignet ist. Unter 
TndUKtionsbedingungen erfolgt die Bildung ernes Fusions- 
p oteins mit dem V .P'-Protein. Selbstverstandl.cb .onnen 
20 lurch geeignete linker veitere Kestriktionsstellen „ das 
Plasmid P H255 eingefugt werden. 

Beispiel 4 

25 Das Plasmid P H154/25 (Figur 5 ) wird mit den Enzymen Mlul 
und EcoRl inkubiert und das freigesetzte DNA-Fragment 
(ela 5 00 , P ) entfernt. Das Bestplasmid wird mit Klenow- 
Polymerase aufgefullt. Der RingschluB erf olgt Jurch Bin- 
virkung von DNA-Ligase. Das entstandene Plasmid P H2 5 6 

30 (Figur 5) kann W r Insertion von Strukturgenen in dxe 
EcoRl-Stelle verwendet werden. 



Beis piel 5 



35 



Durch Entfernen eines 600 bp-Fragments aus dem Plasmid 
P H256 (Beispiel 4; Figur 5) mit den Restr iktionsenzymen 
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BamHI und Nrul erhalt man das Plasmid pH257 (Figur 5). 
Hierzu wird pH256 zunachst mit BamHI inkubiert und stumpfe 
Enden mit Klenow-Polymerase erzeugt. Nach Inkubation mit 
Nrul und Abtrennung des 600 bp-Fragments erfolgt die 
Bildung von pH257 nach Inkubation mit DNA-Ligase. 

Beispiel 6 



Durch Insertion des lac-Repressors" ( P . J . Farabaugh , Nature 
274 (1978) 765-769) in das Plasmid pKK 177-3 (Amann et al . , 
Gene 25 (1983) 167) erhalt man das Plasmid pJF118. Dieses 
wird mit EcoRI und Sail umgesetzt und das Restplasmid 
isoliert . 

Aus dem Plasmid pH106/4 (Figur 2) wird durch Einwirkung 
von Sail und Inkubation mit MstI ein etwa 495 bp groBes 
Fragment erhalten. 

Die synthetisch gewonnenen Oligonukleotide (N6) und (N7) 

5' ACG AAT TCA TGA AAG CAA AGG 3' (N6) 

5' CCT TTG CTT TCA TGA ATT CGT 3' (N7) 

werden phosphoryliert und mit DNA-Ligase an das stumpf- 
endige DNA-Fragment addiert. Durch Umsetzung mit EcoRI und 
Sail werden uberlappende Enden freigesetzt, die eine 
Ligierung in das geoffnete Plasmid pJF118 erlauben. 

Nach Transformation des so erhaltenen Hybr idplasmi ds in 
E. coli 294 werden aufgrund der GroBe der Restrikt ions- 
fragmente die richtigen Klone ausgewahlt. Dieses Plasmid 
wird als pJ120 bezeichnet (Figur 6). 



Die Expression des Fusi onsproteins wird im Schuttelkolben 
wie folgt durchgefiihrt : 
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Aus einer Ubernachtkultur von E. coli 294-Transf ormanten , 
die das Plasmid pJ120 enthalten, in LB-Medium (J.H. Miller, 
Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor 
Laboratory, 1972) mit 50 jig/ml Ampicillin wird eine frische 

5 Kultur im Verhaltnis von etwa 1:100 angesetzt und das 

Wachstum uber OD-Messung verfolgt. Bei 0D = 0,5 wird die 
Kultur mit soviel Isopropyl-B-D-galactopyranosid (IPTG) ver- 
setzt, daB dessen Konzentration 1 mM betragt, und die 
Bakterien nach 150 bis 180 Minuten abzentrif ugiert . Die 

10 Bakterien werden 5 Minuten in einer Puf f ermischung (7M 
Harnstoff, 0,1 g SDS , 0,1 M Natriumphosphat , pH 7,0) ge- 
kocht und Proben auf eine SDS-Gelelektrophoreseplatte 
aufgetragen. Nach Elekt rophorese wird aus Bakterien, 
die das Plasmid pJ120 enthalten, eine Proteinbande erhal- 

15 ten, die der GroBe des erwarteten Fusionsproteins ent- 
spricht und mit Antikbrpern gegen Insulin reagiert. Nach 
Isolierung des Fusionsproteins kann man durch Bromcyan- 
Spaltung das erwartete Proinsulin-Derivat freisetzen. Nach 
AufschluB der Bakterien (French Press; ; Dyno-Muhle) und 

20 Zentrifugation befindet sich das L' , D' -Proinsulin-Fusions- 
protein im Niederschlag, so daB mit dem Uberstand bereits 
erhebliche Mengen der ubrigen Proteine abgetrennt werden 
kbnnen . 

25 Die angegebenen Indukt ionsbedindungen gelten fur Schuttel- 
kulturen; bei groBeren Fermentat ionen sind entsprechend 
veranderte OD-Werte und gegebenenf alls leicht variierte 
IPTG-Konzentrationen zweckmaBig. 

30 Beispiel 7 

Aus E. coli 294-Transf ormanten , die das Plasmid pH1 54/25 
(Figur 3) enthalten, wird eine Ubernachtkultur in LB- 
Medium mit 50 jig/1 Ampicillin hergestellt und am nachsten 
35 Morgen im Verhaltnis von etwa 1:100 in M9-Medium (J.H. 

Miller, a.a.O.) mit 2000 ng/ml Casamino Acids und 1 ug/ 'ml 
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Thiamin verdiinnt. Bei 0D= 0,5 wird Indolyl-3-acrylsaure 
zugesetzt, so daB die Endkonzentrat ion 15 ng/ml betragt. 
Nach 2 bis 3 Stunden Inkubation werden die Bakterien ab- 
zentrif ugiert . Eine SDS-Gelelektrophor ese zeigt an der 
fur das Fusionsprotein erwarteten Stelle eine sehr deut- 
liche Proteinbande , die mit Antikorpern gegen Insulin 
reagiert. Nach AufschluB der Bakterien und Zentrifugation 
befindet sich das L' ,D' -Proinsulin-Fusionsprotein im 
Niederschlag, so daB auch hier mit dem tiberstand bereits 
erhebliche Mengen der ubrigen Proteine abgetrennt werden. 

Auch im vorliegenden Falle gelten die angegebenen Induk- 
tionsbedingungen fiir Schiittelkultur en . Fermentat ionen 
in grbBerem Volumen erfordern veranderte Konzentrationen 
an Casamino Acids bzw- einen Zusatz an L-Tryptophan . 

Beispiel 8 

Das Plasmid pH1 54/25 (Figur 3) wird mit EcoRI gebffnet und 
die uberstehenden DNA-Einzelstrange mit Klenow-Polymerase 
aufgefiillt. Die so erhaltene DNA wird mit dem Enzym Mlul 
inkubiert und die flir Insulin kodierende DNA aus dem 
Plasmid hera'usgeschnitten. Durch gelelektrophoretische 
Auftrennung wird dieses Fragment vom Restplasmid abge- 
trennt und das Restplasmid isoliert. 

Das Plasmid gemaB Figur 3 der deutschen Of f enlegungsschrif t 
3 429 430 (Europaische Patentanmeldung EP-A1 0 171 024) 
wird mit den Restriktionsenzymen AccI und Sail umgesetzt 
und das die Hi rudinsequenz enthaltende DNA-Fragment abge- 
trennt. Nach Aufflillen der uberstehenden Enden der Sall- 
Schnittstelle mit Klenow-Polymerase wird das DNA-Segment 
mit der synthe t i schen DNA der Formel (N8) 

Met Thr 

5' CCC ACG CGT ATG ACG T 3' 

3« GGG TGC GCA TAC TGC ATA 5' (N8) 
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10 



ligi ert. Bas Ligationsprodukt wird .it H lu 

l^h Inaktivierung des Ensy.s bei 65'C wird das BNA- 

Gemi sch .it Alkalischer Einderphospbatase eine Stunde b.x 

■C Hehandelt. Hierau f werden die Phosphatase and das 
Ltriktionsen.y. .ittels Phenolextraktion aus ... . 0. ch 
entfernt und die PSA durch Ethanolf allung gere inigt. Bi. 
so hehandelte BNA wird .it T4-Ligase in das ge 
Bestplas.id P H1 54/25 eingesetst, wobei das Plas.id pK 150 
arhalten wird, das durch Restriktionsanalyse und BNA- 
Sequen.ierung nach Maxa. und Gilbert character isxert 
wurde (Figur 7) • 



f'^fll-Bakterien, die das Plas.id P K150 (Eigur 7) e„t- 
IZn, werden in BB-„ediu. .it 50 b is 50 Pg/.l £P-"™ 
uher Nacht bei 57"C angezogen. Pie Kultur wird „t M9- 
Mediu., 2000 pg/l Casa.ino Acids und 1 „ 1 Thxa.i, , .nt- 
h alt, i. Verhaltnis 1 : - 00 verdunnt und b.i 37 C unter 
standiger Burch.ischung inkubiert. Bei e.ner °»600- °.* 
PO b.w. 1 wird bis su einer Bndkonsentration von 15 PgA 
Indolyl-3-acrylsaure sugesetst und 2 bis 5 Stunden b». 
U Stunden inkubiert. AnschlieBend werden die Bak erxen 
ah.entrifugiert und in 0,1 M Katriu.phosphatpuffer CpH 
6 5 ) unter Pruck aufgeschlossen . Bie schwerlosHchen 

a .h.^trifujiert und durch SBS-Poly- 
25 Proteine werden abzentniugien. u 

acrylamid-Blektrophorese analysiert. Es >.i 8 t sxch, daB 
Zellen, deren trp-Operon indusiert wurde, 1. Berexch 
unternaib 20 000 Balton, aber grMer als 14 000 Balton, 
ei„ neaes Protein enthalten, das in nicht xndu^erten 
W Lllen nicht gefunden wird. Nach Isolation des Eusxons- 
5 p teins und Letsung .it Bro.oyan wird Hirudin fre.ge- 



set zt . 



Be i spiel 10 

,5 I. folgenden werden Konstruktionen beschrieben, die 

eriauben, vor das 5 '-Ends der trp-B-Seouen, BHA-Seo.uen.en 
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10 



einzufiihren, die moglichst zahlreiche Erkennungsstellen 
flir verschiedene Restrikt ionsenzyme enthalten, urn die 
trp-D-Sequenz moglichst universell in-die verschiedensten 
prokaryotischen Expressionssysteme einbauen zu kbnnen. 

Die Plasmide pUC12 und pUC13 (Pharmacia P-L Biochemicals , 
5401 St. Goar: The Molecular Biology Catalogue 1983, 
Appendix, p. 89) enthalten eine Polylinkersequenz , wobei 
im Plasmid pUC13 zwischen den Restriktionsschnittstellen 
fur Xmal und Sad das Mst I-Hind I I I-t rp-Fragment aus dem 
Plasmid p106/4 (Figur 2), fusioniert mit dem Hindlll- 
Hirudin-Sacl-Fragment aus dem Plasmid pK150 (Figur 7) 
eingesetzt werden soli. 

15 Hierzu wird die DNA des Plasmids pUC13 zunachst mit dem 
Restriktionsenzym Xmal behandelt. Die Enden des lineari- 
sierten Plasmids werden mittels Klenow-Polymerase-Reak- 
tion aufgefiillt. Nach Ethanolf allung wird die DNA mit dem 
Enzym Sad behandelt und mit Ethanol erneut aus dem Reak- 

20 tionsgemisch gefallt. Die DNA wird nun in einem waBrigen 
Ligationsansatz mit dem Mstl-Hindll I-t rp-D-Fragment , iso- 
liert aus Plasmid pH106/4, und dem Hindlll-Sacl-Hirudin- 
Fragment, isoliert aus dem Plasmid pK150, und T4 DNA- 
Ligase umgesetzt. 

25 

Das so erhaltene Plasmid pK1 60 enthalt nun unmittelbar 
vor Beginn der trp-D-Sequenz eine multible Rest r ikt i ons- 
enzym-Erkennungssequenz, die Schnittstellen fur die Enzyme 
Xmal, Smal, BamHI , Xbal", Hindll, Sail, AccI, PstI und 
30 Hindlll umfaBt. Durch diese Konstruktion wird ferner nach 
dem 3'-Ende der Hirudin-Sequenz eine EcoRI-Schni ttstelle 
erzeugt (Figur 8). 



35 



Beispiel 1 1 



Das Plasmid pH131/5 wird (gemaB der nicht verbf f entlichten 
deutschen Patentanmeldung P 35 14 113-1, Beispiel 1, 
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10 



15 



20 



25 



Figur 1 ) wie folgt hergestellt: 

Das Plasmid ptrpLI (J.C Edman et al . , Nature 291 (1981) 
503-506) wird mit Clal gebffnet und mit dem synthetisch 
hergestellten, selbst-komplementaren 01 igonucleotid (N9) 

5 ' pCGACCATGGT 3'; (N9) 
ligiert . 

Das so erhaltene Plasmid pH13l/5 (Figur 9) wird an der 
derart eingefiihrten Schni tt stelle fur das Restrikt ions- 
enzym Ncol gebffnet und die entstandenen uberstehenden 
Einzelstrangenden mittels Klenow-Polymerase-Reakt i on aufge- 
fullt. Die linearisierte glattendige DNA wird nun mit dem 
Enzym EcoRI nachgeschni tten und die groBere der beiden 
entstanden DNA-Sequenzen mittels Ethanolf allung von der 
kleineren Sequenz abgetrennt. Die so gewonnene Restplasmid- 
DNA des Plasmids pH13l/5 wird nun mit einem fur 
trp-D' -Hirudin kodierenden Fragment aus pK1 60 durch T4- 
Ligase-Reaktion ligiert. Dieses Fragment wurde durch Off nen 
des Plasmids mit Hindi und EcoRI aus dem Plasmid P K160 
herausgespalten. Das Fragment wird gelelektrophoretisch 
vom Restplasmid abgetrennt und anschlieBend aus dem Gel- 
material eluiert. Das Li gat ionsprodukt wird nach E. coli 
K12 transformiert. Die Plasmid-DNA enthaltenden Klone wer- 
den isoliert und durch Restrikt ionsanalyse und DNA-Sequenz- 
Analyse charakterisiert . Das so erhaltene Plasmid pK170 
enthalt an den trp-Operator fusioniert eine DNA-Sequenz, 
die fur Met-Asp-Ser-Arg-Gly-Ser-Pro-Gly-trp-D'-(Hirudin) 

kodiert (Figur 9)- 



30 Beispiel 12 

Das Plasmid pJF118 (Beispiel 6) wird mit EcoRI gebffnet 
und die uberstehenden DNA-Enden mittels Klenow-Polymera; 
Reaktion in glatte Enden uberfuhrt. Die so behandelte 
DNA wird anschlieBend mit dem Enzym Sail geschnitten un 

35 gelelektrophoretisch von dem kurzen EcoRI Sail-Fragment 
abgetrennt . 
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Das Plasmid pK 170 (Beispiel 11) wird mit Ncol gespalten 
und die iiberstehenden Enden mittels Klenow-Polymerase 
in glatte Enden uberfuhrt. Die Plasmid-DNA wird aus dem 
Reaktionsgemisch durch Ethanolf allung abgetrennt und mit 

5 den Enzymen Hindlll und BamHI behandelt. Von den ent- 
stehenden Fragmenten werden zwei isoliert, namlich das 
Ncol (mit aufgefulltem Ende)-trpD'-HindIII-Fragment und 
das Hindlll-Hirudin-BamHI-Fragment (deutsche Of f enlegungs- 
schrift 3 429 430). Beide Fragmente werden nach gelelektro- 

10 phoretischer Auftrennung isoliert. 



Ferner wird das BamHI-Sall-Hirudinll-Fragment gemafi Figur 2 
der deutschen Of f enlegungsschrif t 3 429 430 isoliert. In 
einer Ligationsreakt ion werden nun die vier Fragmente, nam- 

15 lich das pJF 1 1 8-Restplasmid , das NcoI-trpD ' -Hindlll- 
Fragment, das Hindlll-Hirudin-BamHI-Fragment und das 
Hirudinll-Fragment , miteinander umgesetzt und das erhaltene 
Plasmid pK 180 (Figur 10) nach E. coli K1 2-W 3110 trans- 
formiert. Richtige Plasmide sind dadurch gegeben, dafl ein 

20 EcoRI-trpD ' -Hi rudin-Sall-Fragment in der Plasmid-DNA nach- 
gewiesen werden kann. Die t rpD ' -Hirudin-Sequenz ist nun an 
den tac-Promotor angeschlossen . Das Fusionsprotein wird 
gemaS Beispiel 6 exprimiert. 

25 Beispiel 13 

Bei den Plasmiden, die sich von pBR 322 ableiten, wie 
PH120/14 (Beispiel 1, Figur 1), pH1 54/25 (Beispiel 1, 
Figur 3), pH256 (Beispiel 4, Figur 5), pK1 50 (Beispiel 8, 
Figur 7) und pK170 (Beispiel 11, Figur 9) befindet sich - 

30 auf den Figuren im Uhrzeigersinn - zwischen dem Start- 

codon des Fusionsproteins und der nachsten Hindlll-Stelle 
( entsprechend Hindlll bei Position 29 in pBR322) eine 
zusatzliche PvuII-Stelle im Bereich des Fragments, das 
den trp-Promotor und -Operator enthalt, allerdings auSer- 

35 halb des Promotor-Ber eichs . 
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10 



15 



30 



^ ^ „4. ol i+ flaB durch Entfernen des DNA- 
Es wurde nun f estgestellt , aau auro 

Lobnittes, aer dumb die besebriebene PvuII-S elle und 
die PvuII-Stelle, die der Portion 2066 « PBR322 .»*- 
sprieht, begrenst wird, die Aleuts eines »on l .rt.n 
Proteins (Oder Fusionsproteine) deutlieh erhoht vxrd. 

I« folgenaen vira beispielhaft aie Verkuraung des Plasmids 
p H ,54/25 .u P H154/25* besehrieben, aie fur die ubrxgen 
Lngenannten Plasmide entspreehend erfolgen kann (vobex 
ai e verkursten Plasmiae ebenfalls aurch einen Stern ge- 
kennzeichnet sind): 

pHI 54/25 wird (nach den Angaben des Herstellers) mit 
PvuII umgesetzt, wobei drei Fragmente entstehen: 

Fragment 1: Von der PvuII-Restr ikt ionsstelle des Pro- 
insulins bis zu der der Position 2066 in 
P BR322 entsprechenden PvuII-Restr iktions- 
stelle, 

Fragment 2: von aer PvuII-Restriktionsstelle nahe «« trp- 
Promotor bis zur PvuII-Stelle des Promsulins 
und 

fragment 3= von aer PvuII-Stelle nahe aem trp-Promotor- 
" ' Pragmentes bis su aer aer Position 2066 in 

; pBR322 entsprechenaen PvuII-Stelle. 

Pie Fragmente kdnnen auroh Elektrophorese auf Agarose ge- 
trennt und anschlieBend ieoliert verden (Maniatis, a.a.O.). 

Pie Fragmente 1 una 2 verden unter "blunt ena»- B eaingungen 
»lt aem Enzym T4 DHA-Ligase verbunaen. Naoh Transformation 
in E. ooli 294 vird gepriift, in welchen Kolonien .in 
Plasmid mit aer vollstandigen Proinsulinsequen, vorhanden 
i.t und scmit die Fragmente in der gevUnsohten Anordnung 
vorliegen. Pas Plasmid pH1 54/25* 1st in der Figur 11 dar- 
gestellt . 



- 21 - ' 

0211299 

Bei der Expression, die wie in den vorstehenden Beispielen 
beschrieben erfolgt, wird eine deutliche Steigerung des 
Fusionsproteinanteils beobachtet. 

Beispiel 14 

Das Plasmid pH 154/25* (Beispiel 13, Figur 11) wird nit 
Hindlll und Sail verdaut und das kleine Fragment (mit der 
Proinsulinsequenz) gelelektrophoretisch abgetrennt. Das 
grofle Fragment wird isoliert und mit der synthetischen DNA 
(N10) 

Trp Glu Asp Pro Met He Glu (Gly) (Arg) 
TGG GAG GAT CCT ATG ATC GAG GG (mo) 
ACC CTC CTA GGA TAC TAG CTC CCA GCT 

ligiert- Es entsteht das Plasmid plntl 3 (Figur 12). 

Die DNA (N10) kodiert fur eine Aminosauresequenz, die 
mehrere Spaltstellen fur eine chemische Spaltung enthalt: 

a) Met fiir Bromcyan, 

b) Trp fur N-Bromsuccinimid (NBS oder BSI) 

c) Asp-Pro fur proteolyt ische Spaltung, wobei das voran- 
gestellte Glu die Asp-Pro-Bindung zusatzlich gegenuber 
der Einwirkung von Sauren schwacht. 

Die EinfUhrung dieses HindHI-Sall-Linkers (N10) in den 
Leserahmen eines kodierten Polypeptids erlaubt also die 
angefuhrten MSglichkeiten fur eine chemische Abspaltung, 
je nach der Aminosauref olge des erwunschten Proteins bzw. 
nach seiner Empf indlichkeit gegenuber den Spaltungs- 
agenzien . 



(Ala) 
A GCT 



Die Figuren sind nicht maBstabger echt . 
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Aminosauresequenz I 



2 3 

Ser Asn Gly His Asn Val Val- lie 
l o 

Tyr Arg Asn His lie Pro Ala Gin 

20 

Thr Leu He Glu Arg Leu Ala Thr 

3 0 

Met Ser Asn Pro Val Leu Met Leu 

^ o 

Ser Pro Gly Pro Gly Val Pro Ser 



Glu Ala Gly Cys Met Pro Glu Leu 

5 0 

Leu Thr Arg Leu Arg Gly Lys Leu 

6 0 

Pro He He Gly He Cys Leu Gly 



7 0 ( 9 3 ) 

His Gin Ala He Val Glu Ala 
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DNA-Sequenz I 



Ser Asn 

AGC AAT 

1 0 

Tyr Arg 

TAC CGC 

Thr Leu 

ACC TTA 
5 0 

* 

Met Ser 

ATG AGT 



Ser Pro 

TCT CCT 
1 0 o 

• 

Glu Ala 
GAA GCC 

50 

Leu Thr 

CTC ACC 
150 

Pro lie 
CCC ATT 



His Gin 
Cat CAG 



Gly His 
GGG CAT 

• 

Asn His 
AAC CAT 

2 0 

lie Glu 

ATT GAA 
• 

Asn Pro 
AAT CCG 



Gly Pro 
GGC CCC 



Gly Cys 
GGT TGT 



Arg Leu 
CGC TTG 

GO 

He Gly 
ATT GGC 

• 

Ala He 

GCG ATT 
200 



Asn Val 

AAC GTG 

He Pro 

ATA CCG 



Arg Leu 
CGC TTG 

30 

Val Leu 
GTG CTG 



Gly Val 
GGT GTG 



Met Pro 
ATG CCG 



Arg Gly 
CGT GGC 



He Cys 
ATT TGC 

70 

Val Glu 
GTC GAA 



Val He 
GTG ATT 

Ala Gin 
GCG CAA 

Ala Thr 

GCG ACC 
» 

Ilet Leu 
ATG CTT 

«♦ 0 

Pro Ser 
CCG AGC 



Glu Leu 
GAA CTC 



Lys Leu 

AAG CTG 

Leu Gly 

CTC GGA 



Ala 
GCT 
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PATENTANSPRUCHE : 

1. Fusionsprotein der allgemeinen Formel 

Met-X -D'-Y-Z 
n 

in der 

n Null oder 1 1st, 

i -K-i c 19 aenetisch kodierbaren 
X eine Sequenz von 1 bis 12 genex-xa^ 

Aminosauren ist, 
D- eine Sequenz von etva 70 Aminosauren in Bereicn 
der Aminosauresequenz 23-93 des D-Peptids im tr P 
Operon von E- coli ist, 
Y eine Sequenz aus einer oder mehreren genetisch 
Kodierbaren Aminosauren bedeutet, die eine Ab- 
spaltung der folgenden Aminosauresequenz Z ermog- 
licht, und 

Z eine Sequenz aus genetisch kodierbaren Aminosauren 
ist- 

2. Fusionsprotein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daB n eins ist und X bis zu 5 Aminosauren umfaBt, wobei 
vorzugsweise in X N-terminal Lys-Ala steht. 

3. Fusionsprotein nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekenn- 
zeichnet. daB Y C-terminal Met, Cys. Trp, Arg oder Lys 

; Oder eine der Gruppen 

~_ i-i ,i ( asd) -Pro oder Ile-Glu-Gly-Arg 

(Asp) -Pro bzw. Glu-QAspJ m 
m 



0 



in denen m 1. 2 oder 3 bedeutet, 

enthalt oder aus diesen Aminosauren oder einer dieser 
Gruppen besteht . 

Fusionsprotein nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB Z die 
Aminosauresequenz von humanem Proinsulin oder einem 
Hirudin bedeutet. 
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Verfahren zur Herstellung der Pusionsproteine nach ei- 
nem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge— 
kennzeichnet, daB man eine fur diese Pusionsproteine 
kodierende Genstruktur in einer Wirtszelle, vorzugs- 
weise in einem Bakterium, insbesondere E.coli, ex- 
primiert und das Fusionsprotein abtrennt. 

Verfahren nach Anspruch. 5, dadurch gekennzeichne t , daB 
in der Genstruktur fur D* die DNA-Sequenz I (Anhang) 
kodiert, und/oder in der Genstruktur fur X die DNA- 
Sequenz (kodierender Strang) 

5' AAA GCA AAG GGC 3' 

kodiert, und/oder die Genstruktur so gewahlt wird, daB 
das Fusionsprotein unlbslich ist, und/oder die Gen- 
struktur in Phase in einem Vektor enthalten ist, der 
aus dem trp-Operon von E. coli den Promotor, den 
Operator und die Ribosomenbindungsstelle des L-Peptids 
enthalt . 

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet , daB 
der Vektor ein Derivat von pBR322 ist, wobei aus der 
pBR322-DNA der Abschnitt von der Hindlll-Stelle bei 
Position 29 bis zur PvuII-Stelle bei Position 2066 
entfernt ist. 

Genstruktur, kodierend fur Fusionsproteine nach 
Anspruch 1 bis 4- 

Vektor, vorzugsweise Derivat des Plasmids pBR322 , wobei 
aus der pBR322-DNA der Abschnitt von der Hindlll-Stelle 
bei Position 29 bis zur PvuII-Stelle bei Position 2066 
entfernt ist, enthaltend eine Genstruktur nach Anspruch 
8. 



,0. Expressionssystem, vorzugsveise E. coli-System, e^21l299 
haltend einen Vektor nach Anspruch 9- 

11 Verfahren zur Herstellung eines eukaryotischen 

Proteins, dadurch gekennzeichnet , dafi man aus einem 
Fusionsprotein nach Anspruch 1 his 4.di_e Aminosaure- 
sequenz Z chemisch oder enzymatisch ahspaltet. 

12. Plasmide pH 154/25, pH 254, pH 255, pH 256, P H 257, 

■pH 120/14, P K 150, pK 160, pK 170, P K 180, pH 154/25*, 
pH 256*, pH 120/14*, pK 150*, pK 170* und pint 13- 
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1 . Verfahren zur Herstellung eines Fusionsproteins der 
allgemeinen Formel (1) 

Met-X -D'-Y-Z (1) 
n 

in der 

n Null Oder 1 1st, 

X elne Sequenz von 1 bis 12 genetisch kodlerbaren 

Aminosauren 1st, 
D 1 elne Sequenz von etwa 70 Aminosauren im Bereich 

der Aminosauresequenz 23-93 des D-Peptids im trp 

Operon von E. coll 1st, 
Y eine Sequenz aus elner oder mehreren genetisch 

kodlerbaren Aminosauren bedeutet, die eine Ab- 

spaltung der folgenden Aminosauresequenz Z erraog- 

licht, und 

Z eine Sequenz aus genetisch kodlerbaren Aminosauren 

1st, dadurch gekennzeichnet , daB man eine fur die- 
se Fusionsproteine kodierende Genstruktur in einer 
Wirtszelle exprimiert und das Fusionsprotein ab- 
trennt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
man eine Genstruktur fur ein Fusionsprotein der Formel 1 
einsetzt, in der n eins ist und X bis zu 5 Aminosauren 
umf aBt . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB man eine Genstruktur fur ein Fusionsprotein. der For- 
mel 1 einsetzt, in der n eins ist und in X N-terminal 
Lys-Ala steht. 



4 . Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Gen- 
struktur fur ein Fusionsprotein der Formel 1 einsetzt, 



021129 

_ 2 - HOE 85/F 133 

in der Y C- terminal Met, Cys , Trp, Arg oder Lys Oder 
eine der Gruppen (Asp) m -Pro bzw. Glu- (Asp) m "Pro oder 
Ile-Glu-Gly-Arg, indenen m 1,.2_oder.3 bedeutet, ent- 
halt Oder aus diesen Aminosauren besteht. 
Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Gen- 
struktur fur ein Fusionsprotein der Formel 1 einsetzt, 
in der Z die Aminosauresequenz von humanem Proinsulin 
oder einem Hirudin bedeutet. 

Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Gen- 
struktur fur ein Fusionsprotein der Formel 1 einsetzt, 
in der fur D' die DNA-Sequenz I (Anhang) kodiert. 

. verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
■ in der Genstruktur fiir X die DNA-Sequenz (kodierender 
Strang) 

5' AAA GCA AAG GGC 3' 
kodiert. 

Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Genstruktur 
so gewahlt wird, daB das Fusionsprotein unloslich ist . 

y Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Genstruktur 
in Phase in einem Vektor enthalten ist, der aus dem 
trp-Operon von E.coli den Promoter, den Operator und 
die Ribosomenbindungsstelle des L-Peptids enthalt. 

0. Verfahren nach Anspruch_9 , dadurch gekennzeichnet, daB 
der Vektor ein Derivat von P BR322 1st, wobei aus der 
PBR322-DNA der Abschnltt von der Hindlll-Stelle bel 
'position 29 bis zur PvuII-Stelle bei Position 2066 
entferht 1st. 
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1 1 . Verf ahren nach einem oder mehreren dar vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet , daB die Wirtszelle 
E.coli 1st. 

1 2 . Verf ahren zur Herstellung eines eukaryotischen 

Proteins, dadurch gekennzeichnet, daB man aus einern 
nach Anspruch 1 bis 5 erhaltenen Fusionsprotein die 
Aminosauresequenz Z chemisch oder enzymatisch ab— 
spaltet. 
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(1) (2) 



Met Lys Ala Lys ■ 

CGACA AT G AAA'GC A AAG'G i CC T T T 6C T T T C AT T 6 T 

TGT TACTT TCGT TTCC i G6AAACGAAAGTAACAGC 

\ w ' i 1 > 

L* Stul (3) 
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02 



Hind 111 




Sail 

Hind 1 11 
Sail 



FIG. 2 



A 

'TTCGA 




Mlu 



Sail 



Phe AsnStpStp 



5'AGCTTCCATGACGCGT 5'TTT AACTAATAGTCGAC 
AGGTACTGCGCA AAA TTGAT 1ATCAGCTG 
Hind III (7) (Proinsulin) (8) 

(7M8) i!ES(9) Sa[1/Hind ^ n (10) 
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FIG. 3 



pH120/U K) 
Stul 




pH106/4 (11) 
I.Sal 1 



2.Klenow,"fill in' 
3Mst 1 
(-495 bp) 



Mlul Hind III 




(pH 120/14) 
(12) 
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FIG. 4 



pH 154/25 
(12) 



Bam H I 
Xma III 



pH254 
(14) 



Mlu 1 
Sal I 



6 66CC6 

CCTAG C 

Bam HI Xma 111 (13) 



Klenow. Ligase 
*Xma III (neu) 



GGATCIGGCCG 

CCTAGICCGGC 



pH254 (Tc s ) (H) 



G 

"CAGCT 
Sail 



CGCGT_ 
A 

Mlu I 



(15) 



t Klenow. Ligase 
Sal 1 (ne u) 

GTCGAjCGCGT 

CAGC T iGCGCA ' 

Mlu I (neu) 
pH 255 (16) 



FIG. 5 

pH 154/25 MluI » - G CGCGT 

, 17 . EcoRl CTTAA A 
ua EcoRI Mlu I 

Eco RI (n eu ) 

Klenow, Ligase GAATT SCGCGT n u 7 c fi (1R i 

CTTAAj GCGCA P 

u 9 cc BamHI, Kl enow Bam HI (n eu) 

Jlpi NruTTUgose _GGATC[C6 A P H257 (19) 

>l{ " CCTA6-GCT 
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EcoRI 



Mlul 




FfG.6 




pH 106/4 ^U- -495 bp -Fragment (22) 
Sal I 

(11) 

Met Lys Ala Lys 
5' AC 6AA TTC AT6 AAA GCA AAG 6 3' 
3* TG CTT AAG TAC TTT CGT TTC C 5' 
(23) 

i!S£*L (24) ***L {25) 



(22M23) 
(25M21) LigQse 



Sail 



EcoRI 



Hind Hi 
Mlul 




SD | EcoRI Start Lys Ala Lys 



(26) 

Ausschnitt aus pj 120 



5 , -CACAGGA , AACA'GAATTC , ATG AAAGCA AAG - 3' 
3- GTGTCCT TTGTCT TAAG TAC T T T CGT T TC 5' 
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FIG. 7 



„,,_, IOf _ 1.EcoRl.2.K enow-Polym. DnMr ,, oom ; H 
pH 54/25 .... i / n • — n ki a r " Reslpiasmid 
H ^2) 3-Mlu 1 -Proinsulin-DNA) ^7) 



SalKAccI) 
|^Sstl 




(28) 

Mlul Met Thr 



5* CCC AC6 C6T ATG ACG T 3' 
3' GGG TGC GCA TAC TGC ATA 5' 
(30) 

LSall 
{31) ^Klenow m) 

3. Mlul , . 
(32) + (27) Ligqse 



Sall/Accl 



(29) 



(29) L -^!l(31) 




Pvu 11 
Hind 111 



Pvull 
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FIG. 8 

1.Xmal,2.Klenow-P groGes FrQgment ( 35 ) 



P UC13 3. Sac 1 
(34) 



PK150 H ' nd , ni " Hind 111 - H irud m-Sac 1 
(33) (36) 

pH106/4 Mstl-trpD'-Hindlll 



(11) 

(35) -(36) - (37) 



(37) 



Ligase 



Mlul 
Hindlll 



Hindi 




(38) 



8/11 



021 1 29 




5' 6AC TCT AGA 6GA TCC CCG GGC 3' 
3' CTG AGA TCT CCT AGG GGC CCG 5' 

v 

X 



9/11 



021 1 29J 



pjfii8 Rest lQsmid (43) FIG.10 

(20) 3. Sail 

1. Ncol Ncor-trpD'- Hind 111 (44) 

pK170 2.Klenow-P t 

(42) 3-Hind Ill/Bam HI Hind 111-Hirudin-Bam HI 

(45) 




BamHl 



BamHl/ 
Sail 



kleines Fragment 
(47) 



(46) 

(43M44M45M47) L,gase 




Sail 
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fragment 2 



Mlul Hind 111 
I 



FIG. 11 



Hpal Pvull 
HindlA 




Fragmente 1 (49), 2 (50). 3 
(49) + (50)Ligase 

Mini Hind 111 

Pvull ^==^ 

Sall \V^ (7) 
Eco Rl /^f^ 



pH 154/25 
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FIG.12 



(51) Hind HL (10) ♦ Resiplasmid (52) 



Sail 



(Ala) Trp Glu Asp Pro Met lie Glu (GlvMArg) 
A GCT TGG GAG GAT CCT ATG ATCGAG GG 

ACC CT ,C CTA GGA TAC TAG CTC CCA GCT 
(Hindlll) BamHl (Sail) 

(53) 



lT BamHl ... .... 

SalH i /—Hindlll 



(52H53)j^g!i EcoR1 



(53) 



D' 



